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猫 视 网 膜 年 龄 相关 的 形态 学 变化 


IKE, E R, EHR, REW, KKE, Z W, PHE, ARA 
(安徽 师范 大 学 生命 科学 院 ， 安 徽 EH 241000) 


摘要 : 取 老 年 猫 (12 龄 ，3 ~ 3.5 kg) 和 青年 猫 (1-380, 2-2.5 kg) 各 4 只 的 视网膜 ， 经 4% ERE RE 
处 理 后 ， 用 H. E. 染色 以 显示 视网膜 结构 ，Nissl 染色 显示 神经 节 细 胞 ， 免 疫 组 织 化 学 ABC 法 染色 以 显示 星 形 
胶 质 细胞 特征 性 标志 物 胶 质 纤维 酸性 蛋白 (GFAP) 的 阳性 反应 细胞 的 分 布 。 显 微 镜 下 观察 测量 视网膜 厚度 ， 计 
数 神经 节 细胞 、GFAP 免疫 反应 阳性 细胞 数 。 与 青年 猫 比 较 ， 老 年 猫 视网膜 总 厚度 以 及 外 核 层 、 外 网 状 层 、 内 
核 层 和 内 网 状 层 厚度 均 显 著 减 小 ; 神经 节 细 胞 层 的 细胞 密度 显著 下 降 ，GFAP 免疫 反应 阳性 细胞 显著 增加 ， 
GFAP 阳性 细胞 阳性 反应 强 ， 胞 体 明显 膨胀 ， 突 起 稠密 粗大 。 推 测 在 衰老 过 程 中 视网膜 细胞 有 神经 元 丢失 现象 ， 
可 能 是 造成 视觉 功能 衰退 的 重要 原因 之 一 ;视网膜 星 形 胶 质 细胞 的 功能 增强 可 能 会 延缓 衰老 。 


关键 词 : 4h. ANR; FR; 形态 学 变化 ; 星 形 胶 质 细胞 ， 胶 质 纤维 酸性 蛋白 
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Age-related Morphological Changes in the Retina of Cats 


SUN Qing-yan, MEI Bin, WANG Hai-tao, ZHU Zai-man, ZHANG Chang-zheng, 
LUO Xun, HUA Tian-miao* , LIU Zai-qun 


( College of Life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu, Anhui 241000, China) 


Abstract: The retinae of 4 old cats (12 years, 3-3.5 kg) and 4 young cats (1— 3 years, 2 ~ 2.5 kg) were select- 
ed. After treated in 4% paraformaldehyde, we applied Hematoxylin-Eosin and Nissl staining to exhibit the structure of 
the retinae and ganglion cells respectively, and also we used immunohistochemical ABC method to display the distribution 
of GFAP-immunoreactive (GFAP-IR) cells that were specifically classified as the astrocytes. By microscope we observed 
the thickness of retinae, counted the numbers of ganglion cells and GFAP-IR cells. Compared with young cats, the reti- 
nae in old cats presented a significant decrease in the thickness of total retina, outer nuclear layer, outer plexiform layer, 
inner nuclear layer, inner plexiform layer as well as an evidently lower density of ganglion cells. Also old cats showed 
clearly larger number and stronger staining of GFAP-IR cells than did in young cats, and at the same time the GFAP-IR 
cell bodies and dendrites swelled obviously in old cats. We presume that neurons lose in old cats, which hints that the 
loss of retinal cells might be of an important factor mediating visual functional declines during senescence. The functional 
increase of astrocytes may suspend more aging. 
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人 与 动物 的 视 党 功能 随 年 龄 增长 而 衰退 ， 表 现 不 少 研究 显示 视觉 中 枢 结 构 变 化 (如 神经 元 丢失 、 
在 视觉 感知 [如 视 锐 度 (acuity), HERRE 树 突 改变 及 突 触 密度 下 降 等 ) 以 及 生理 功能 (如 皮 
(contrast sensitivity) ] 和 波长 敏感 性 下 降 ， 以 及 对 层 内 GABA 能 抑制 作用 减弱 等 ) 改变 是 视觉 衰退 的 
视觉 刺激 选择 性 降低 等 (Weale，1975; Ross etal, 神经 基础 (Leventhal et al, 2003; Mendelson & 
1985; Owsley & Sloane, 1987; Owsley et al, 1990; Wells, 2002; Vidal et al] ，2004)。 而 视网膜 是 接受 
Elliott et al, 1990; Nomura et al, 2003). HRCA ”视觉 信息 加 工 的 初级 结构 ， 其 年 老 性 的 结构 及 功能 
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变化 很 可 能 会 引起 视觉 功能 衰退 。 有 部 分 实验 已 证 
明 老 年 大 鼠 (Cano et al, 1986; Cavallotti et al, 
2001; Katz & Robison, 1986). /BER (Shoji et al, 
1998) 和 人 (Harman et al 2000; Cavallotti et al, 
2004; Panda-Jonas et al, 1995) 的 视网膜 厚度 变 薄 ， 
神经 元 有 丢失 现象 ， 而 传统 的 视觉 系统 研究 模式 动 
物 一 一 猫 年 龄 相关 的 视网膜 形态 学 变化 尚 无 报道 。 
本 文 比 较 研究 了 老年 和 青年 猫 在 视网膜 水 平 上 的 年 
龄 差异 ， 以 期 为 揭示 视 党 衰退 的 神经 机 制 提供 基础 
性 研究 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

用 眼底 镜 检查 ， 选 用 无 视觉 缺陷 的 老年 猫 (12 
ib, 3-3.5 kg) 和 青年 猫 (1 ~ 3 龄 ，2 ~ 2.5 kg) 
各 4 只。 盐酸 氯胺酮 (1 mL/kg) 深 麻 醉 后 开 胸 ， 
用 0.9% 的 生理 盐水 从 左 心室 灌流 ， 至 肝脏 发 白 后 
灌注 约 500 mL 的 4% 多 聚 甲醛 进行 预 固定 ， 接 着 
摘除 眼球 解剖 游离 出 视网膜 取 视 网 膜 中 央 区 于 
4% 多 聚 甲醛 中 国定 20 ~ 24 h 后 ，PBS 冲洗 ， 常 规 
脱水 、 透 明 、 石 蜡 包 埋 ， 连 续 切 片 厚 6 um, R 
于 经 APES 处 理 的 载 玻 片上 ， 备 组 织 染 色 和 人 免疫 组 
织 化 学 染色 。 
1.0 免疫 组 织 化 学 及 常规 组 织 学 染色 

每 隔 10 张 切片 取 一 张 用 于 免疫 组 织 化 学 染色 : 
切片 脱 蜡 至 水 ，3% H20, ZARA 5 min， 以 消除 
内 源 性 过 氧化 物 酶 活性 ; 蒸馏 水 冲洗 ，PBS 浸泡 5 
min; WIES UŽA, ZAIRA 10 min, BIB] 
非特 异性 反应 部 位 ; 倾 去 血清 ， 勿 洗 ， 滴 加 一 抗 
( 兔 抗 人 即 用 型 GFAP 抗体 ) 37 CA 1h; PBS vh 
Ut 5 min x 3; 滴 加 生物 素 标记 二 抗 〈 羊 抗 免 IgG TL 


血清 )，37 CH 10 min; PBS 冲洗 5 min x 3; X% 
加 羔 根 酶 标记 三 抗 ( 链 酶 卵 白 素 ，ABC)，37 "CHE 
fi 10 min, PBS 冲洗 5 min x3; DAB 显 色 ， 自 来 水 
冲洗 ， 苏 木 精 复 染 ， 脱 水 ， 透 明 ， 封 片 。 阴 性 对 照 
实验 采用 正常 山羊 血清 和 PBS 代替 一 抗 ， 其 余 步 又 
同上 。 实验 所 用 GFAP 的 免 抗 人 血清 及 免疫 组 织 化 
学 SP 试剂 盒 、DAB 购 于 Zymed 公司 。 相 邻 切片 用 
H. E. 染色 以 显示 视网膜 结构 、 测 量 视网膜 厚度 。 
Nissl 染色 显示 神经 节 细胞 : 石蜡 切片 脱 蜡 至 水 ， 
0.0595 HÆRE (G 190 8] RP). 染色 5 min， 脱 水 ， 
透明 ， 封 片 。 
1.3 ”观察 和 统计 分 析 

染色 后 的 切片 在 Olympus BX51 型 显微镜 下 观 
察 拍照 。 对 Nissl 染色 、GFAP 显 色 的 切片 ， 每 张 切 
片 在 光 镜 (x400) 下 随机 选取 8 个 视野 ， 使 采集 
网 格 (130 um x 130 um). 的 两 平行 边 与 视网膜 的 表 
面 垂直 ， 计 数 采集 网 格 内 的 神经 节 细 胞 数 及 GFAP 
免疫 反应 阳性 (GFAP-IR) 细胞 数目 ， 并 换算 成 线 
密度 〈 细 胞 数 /mm)。 对 H. E. 染色 的 切片 ， 每 张 
切片 上 随机 选取 8 个 视野 测量 视网膜 总 厚度 及 各 层 
厚度 (m)， 并 计算 平均 值 。 所 有 数据 采用 平均 值 
+ 标准 差 表 示 ， 用 t-test 进行 各 指标 的 显著 性 检验 。 


2 结 果 


2.1 视网膜 厚度 变化 

组 织 染色 后 视网膜 的 10 层 结构 清晰 易 辩 (图 
1 一 4)。 光 镜 不 易 分 辨 其 他 层 厚度 ， 故 选 视网膜 总 
厚度 以 及 其 中 4 层 的 厚度 进行 比较 。 与 青年 猫 比 
较 ， 老 年 猫 视网膜 总 厚度 、 外 核 屋 、 外 网 状 展 、 内 
核 层 和 内 网 状 层 厚 度 均 显著 减 小 (P <0.01) GE 
1) :视网膜 总 厚度 平均 下 降 15.7 % ,其 中 外 核 层 、 


表 1 老年 与 青年 猫 的 视网膜 厚度 、 神 经 节 细 胞 和 GFAP-IR 细胞 密度 
Table 1 Thickness, density of ganglion cells and GFAP-IR cells of the retinae in old and young cats 





青年 猫 Young cat 老年 猫 Old cat 
(n=8) (n=8) 
视网膜 Retina (mm) 0.1577+0.0144 0.1329 + 0.0136* 
外 核 层 Outer nuclear layer (mm) 0.0461 0.0020 0.0368 + 0.0041* 
外 网 状 层 Outer plexiform layer (mm) 0.0234 + 0.0037 0.0115 + 0.0033* 
内 核 层 Inner nuclear layer (mm) 0.0201 + 0.0020 0.0149 + 0.0015* 
内 网 状 展 Inner plexiform layer (mm) 0.0293 + 0.0010 0.0182 + 0.0015* 
神经 节 细 胞 密度 (细胞 数 /mm) Number of ganglion (cells/mm) 67.179 + 12.442 30.256 + 8.555" 


GFAP-IR 细胞 密度 (细胞 数 /mm) Number of GFAP-IR (cells/mm) 


* P«0.01 (t-test), 


26.923 + 10.642 


79.23] + 21.865* 
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图 1 一 8 老年 和 青年 猫 视网膜 结构 、 神 经 节 网 胞 及 GFAP 免疫 反应 阳性 细胞 
Figs.1—8 Microscopic structure, ganglion cells and. GFAP-IR cells of the retinae in old and young cats 
onl; 外 核 层 《Outer nuclear layer); op: 外 网 状 层 (Outer plexiform layer]; inl: 内 核 层 【Inner nuclear layer); ipli 内 网 状 层 {lnner 
plexiform layer]; gel: 神经 节 细胞 层 《Ganglion cells layer); nfl: 神经 纤维 层 (Nerve filament layer), 
1，3，5，7 为 老年 猫 视网膜 ，1- 视网膜 结构 ; 3. PRER SIEHE k): 5, 7. 神经 节 细 胞 层 、 神经 纤维 层 的 GFAP 免疫 反应 阳性 
细胞 【箭头 [Microscopic structure of Ihe retinae {1)，the ganglion cells (3, armwheads), the GFAP-IR cells {arrowheads} of ganglion cells 


layer (5), nerve filament laver (7) in the old cat] 
2, 4，6，8 为 青年 猫 视网膜 ， 2. 视网膜 结构 ; 4， 神 经 节 细 胞 【箭头 ); 6. 8. 神经 节 细 胸 层 ， 神 竣 纤 维 层 的 GFAP 免疫 反应 前 性 
细胞 (Mk) [Microscopie structure of the retinae (2)，the ganglion cells (4, armwheads), the GFAP-IR cells Carriwheadls? of ganglion cells 
laver (61, nerve filament layer (8) in the young] 


EAR: E 1—4, 7—8: 25pm; 图 5—6: 50 um [scale har: Figs.1 4, 7-9: 25 um; Figs.5-6: 50 um] 
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外 网 状 展 、 内 核 层 和 内 网 状 层 厚度 分 别 平 均 下 降 
20.296. 50.596. 25.995580 37.9% 。 外 网 状 层 下 降 
幅度 最 大 。 神 经 节 细 胞 层 的 神经 细胞 密度 明显 下 
降 ， 老 年 猫 与 青年 猫 差 异 显著 (P < 0.01)。 
2.2 免疫 组 织 化 学 结果 

老年 和 青年 猫 视网膜 中 GFAP-IR 细胞 均 存 在 于 
神经 节 细胞 层 和 神经 纤维 层 。 但 老年 猫 视 网 膜 
GFAP-IR 细胞 数 显 著 多 于 青年 猫 ( 表 1); CFAP-IR 
细胞 阳性 反应 强 (图 5, 7): 遍布 胞 浆 及 突起 的 棕 
黄色 免疫 染色 ， 胞 体 明显 膨胀 ， 突 起 稠密 粗大 ， 相 
邻 的 细胞 突起 相互 交织 成 网 状 ; 细胞 大 都 呈 星 形 。 
而 在 青年 猫 视网膜 中 (图 6，8)，GFAP-IR 细胞 阳 
性 反应 较 弱 ， 胞 体 较 小 ， 突 起 少 而 短 。 阴 性 对 照 组 
未 见 阳性 反应 。 
3 讨论 

我 们 对 老年 猫 视网膜 总 厚度 及 其 中 4 层 厚度 的 
研究 结果 与 对 老年 大 鼠 (Cano et al，1986; Caval- 
loti et al; 2001)、 老 年 人 (Cavallotti et al, 2004) 
视网膜 的 研究 结果 一 致 。 老 年 猫 视 网 膜 各 层 厚 度 均 
下 降 ， 其 中 内 核 层 和 外 核 层 下 降幅 度 较 小 ， 外 网 状 
层 和 内 网 状 层 下 降幅 度 较 大 ， 提 示 衰 老 过 程 中 视 网 
膜 各 层次 的 变化 程度 不 同 。 很 多 研究 资料 (Katz & 
Robison, 1986; Cano et al, 1986; Cavallotti et al, 
2001; Shoji et al, 1998; Panda-Jonas et al, 1995; 
Harman et al, 2000) 认为 视网膜 在 衰老 过 程 中 有 神 
经 元 丢失 现象 。 但 也 有 实验 结果 (Harman et al, 
2003; Harman & Moor, 1999) 不 支持 这 一 观点 ， 
认为 仅 是 神经 元 形态 结构 发 生 了 改变 ， 不 涉及 数量 
变化 。 视 网 膜 的 主要 神经 细胞 有 视 细 胞 、 水 平 细 
胞 、 双 极 细胞 、 无 长 突 细 胞 和 神经 节 细 胞 。 视 细胞 
的 胞 体 组 成 外 核 层 ;水 平 细胞 、 双 极 细胞 以 及 无 长 
突 细胞 的 胞 体 组 成 内 核 层 ， 神 经 节 细 胞 的 胞 体 组 成 
神经 节 细 胞 层 。 视 细胞 、 双 极 细胞 和 神经 节 细胞 构 
成 视觉 信息 传导 的 视 细胞 一 双 极 细胞 一 神经 节 细 胞 
链 ; 水 平 细胞 和 无 长 突 细胞 形成 了 视网膜 中 的 侧 向 
链 。 我 们 的 研究 结果 表明 : SAFE, ZFA 
视网膜 外 核 层 、 内 核 层 厚度 显著 变 薄 ， 且 神经 节 细 
胞 密度 也 显著 下 降 ， 说 明 有 神经 元 丢失 。 由 此 推测 
视网膜 中 这 些 细胞 的 丢失 可 能 是 造成 老年 猫 视觉 功 
能 衰退 的 重要 原因 之 一 。 

胶 质 纤维 酸性 蛋白 (glial fibrillary acid protein, 
GFAP) 是 星 形 胶 质 细胞 (astrocyte, AS). 的 特异 性 


标志 蛋白 ， 其 表达 的 高 低 可 反应 胶 质 细胞 的 功能 活 
动 状 态 (Bigini et al，2001)。 星 形 胶 质 细胞 不 同 于 
神经 细胞 ， 有 具有 较 大 的 可 塑性 。 具 有 以 下 功能 : 第 
一 ， 在 神经 元 之 间 起 支持 作用 ， 它 可 产生 多 种 胶 质 
源 性 的 细胞 外 基质 (glial-derived extracellular ma- 
trix) ， 为 神经 元 提供 丰富 的 粘着 基质 。 第 二 ， 伸 向 
毛细 血管 的 突起 膨大 形成 血管 周 足 ， 能 吸收 血液 中 
的 营养 物质 输送 给 神经 元 并 参与 代谢 产物 的 排出 ; 
同时 周 足 也 在 神经 元 和 血液 之 间 形 成 屏障 ， 能 选择 
性 地 让 某 些 物质 通过 ， 使 神经 元 周围 形成 相对 恒定 
的 微 环 境 ， 以 保证 神经 元 正常 的 生理 功能 (Duan & 
Li，1999)。 第 三 ， 脑 损伤 、 脑 缺 血 等 引起 细胞 死 
亡 或 凋 亡 时 ， 胶 质 细 胞 出 现 反 应 性 增生 (hyperpla- 
sia) 和 生长 (hypertrophy) | (Caccuri et al, 2003). 
第 四 ， 参 与 信息 的 传递 ， 能 与 相应 的 神经 递 质 或 调 
质 相 结合 并 被 激活 (Fields & Stevens, 2000; Tem- 
burni & Jacob，2001)， 合 成 并 释放 某 些 神经 递 质 或 
神经 调 质 影 响 周围 的 神经 元 (Araque et al, 2001); 
通过 广泛 的 颖 隙 连接 (gap junction). 与 周围 的 细胞 
形成 合 胞 体 ， 以 介 导 细胞 之 间 的 快速 通讯 (Kirch- 
hoff et al，2001)， 形 成 神经 元 一 胶 质 细胞 或 胶 质 细 
胞 一 神经 元 的 信息 网 络 。 

免疫 组 织 化 学 方法 的 研究 结果 表明 ， 在 老年 哺 
乳 动物 或 病理 状态 下 耳蜗 核 (Jalenques et al, 
1995) 、 小 脑 皮 质 (Sabbatini et al, 1999) 及 视网膜 
(Ramirez et al, 2001; Lewis & Fisher, 2003) 
GFAP-IR 细胞 数目 增多 ， 阳 性 反应 增强 ， 胞 质 脱 
BK: 电镜 观察 发 现 ， 老 年 性 黄斑 变性 (age-related 
macular degeneration, AMD) 及 老年 人 视网膜 中 的 
星 形 胶 质 细胞 胶 质 纤维 密度 增加 ， 且 细胞 器 数量 增 
á (Ramirez et al，2001)。 我 们 的 老年 猫 视网膜 
GFAP-IR 细胞 数 显著 增多 、 免 疫 反应 较 强 的 结果 ， 
与 上 述 一 致 ， 表 明 在 衰老 过 程 中 视网膜 星 形 胶 质 细 
胞 的 功能 增强 。 进 而 推测 ， 老 年 动物 视网膜 中 星 形 
胶 质 细胞 的 增生 和 功能 活动 增强 亦 可 能 由 视网膜 细 
胞 ， 特 别 是 神经 节 细 胞 的 丢失 触发 的 。 其 增生 可 能 
具有 以 下 作用 : 名 填充 神经 节 细 胞 丢失 所 产生 的 基 
质 空缺 ， 维 持 老 年 视网膜 的 形态 ，@ 为 视网膜 神经 
元 输送 营养 ， 促 进 神 经 元 代谢 ， 延 缓 细胞 进一步 误 
老 ; 鲜 增 加 视网膜 胶 质 细胞 与 神经 元 以 及 神经 元 与 
神经 元 的 通讯 联系 ， 借 以 实现 基本 的 视觉 信息 处 理 
功能 。 
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